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Resumo: Neste trabalha, avaliou-se o efe ito. do estado de maturação. do corpo fi-utifícante de um 
cagumelo si lvestre, Lactarius piperal1ls, na sua activ idade antiaxidante e produção de antioxidantes. 
Rea li zaram-se válios testes bioquímicos para determinar as propriedades antioxidantcs: poder redulor, 
capacidadc bloqueadora de radica is DPPH (2,2-difenil-l-picrilhidrazilo), inibição da hemólise de 
eritrócios mediada por radicais peroxilo e inibição da peroxidação !ipídica pelo método do [, -caroteno-
li noleato. Foram também determinadas as quantidades de fcnói s, fl avonóides, ácido ascó rbico, ~­
caroteno e li copeno presentes em corpos frutiticantes imaturos, maturos e degradados. O estado 
maturo, mas ainda com esporos imaturos foi aquele em que foram encontrados mais antioxidantcs e 
valores de ECso mais baixos para a actividade antioxidante. 
L INTRODUÇÃO 
Os produtos naturais com actividade antioxidante podem ser úteis no auxílio do sistema 
endógeno protector contra a produção de radicais livres, podendo ser utilizados como 
nutracêuticos. Nessa perspectiva, os antioxidantes presentes na nossa dieta assumem uma 
grande importância como possiveis agentes protectores que ajudem a corpo humano na 
redução dos danos ox idati vos Nos últimos anos, têm aparecido vári os antioxidantes naturais 
isolados de diferentes partes das plantas, tai s como, sementes oleaginosas, cereais, vegetais, 
fiutos, fo lhas, raízes, especiarias e ervas. Os cogumelos, em particu lar, produzem vários 
metabolitos secundári os, incluindo compostos fenólicos , poliquétidos, terpenos e esteróides. 
A qualidade do nutracêutico depende da composição química do corpo frutificante, sobretudo 
no que conceme ao teor em fenóis e flavonóides. Os compostos fenó li cos constituem um dos 
maiores grupos de componentes não essenciais da nossa dieta associados à inibição da 
aterosclerose e cancro [ I]. OS flavonóides também demonstraram vá rias acções bioquímicas e 
farmacológicas, nomeadamente actividade aotimicrobiana , antitrombótica, antimutagénica e 
anticarcinogénica [2]. 
Alguns estudos apresentados pelo nosso grupo [3,4] e por outros autores [5-12] descrevem 
uma correlação enlre a actividade antioxidante de cogumelos e o seu conteúdo em fenóis. No 
entanto, nenhum dos estudos que descreve a composição dos cogumelos em antioxidantes 
e/ou a sua act ividade antioxidante refere o estado de desenvolvimento dos carpóforos. Mais, 
nenhum dos estudos teve como objectivo avaliar a actividade antioxidante em diferentes fases 
de desenvolvimento dos carpóforos, para uma potencial ap li cação na preparação de 
nutracêuticos . . 
Neste trabalho, avaliou-se a produção de antioxidantes e a actividade antioxidanle do 
basidiomiceta, L. piperatus, em quatro fases de maturação do carpóforo. A actividade 
antioxidan te fo i avaliada através do efeito bloqueador em radicais livres de DPPH, do poder 
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redutor, da inibição da hemólise em el; trócitos induzida por AAPH (di-hidrocloreto de 2,2'-
azobis(2-al11 idinopropano) e da inibição da peroxidação lipídica pelo sistema f)-caroteno-
linoleato. Estes ensaios têm sido exaustivamente utilizados como modelos de avali ação dos 
danos provocados pela perox idação de biomembranas . Os valores obtidos fo ram 
correlacionados com os conteúdos em compostos fe nólicos, ácido ascórb ico, f)-caroteno e 
licopeno. 
2, MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. Selecção dos carpóforos e preparação das amostras 
Lactarius piperatus (L.) Pers. foram co lh idos num Carvalhal (Quere1lS pyrenaica) de 
Bragança (Nordeste de Portuga l), na Primavera de 2006. Foram seleccionados vários 
carpóforos em diferentes estados de maturação: imaturos (chapéu fech ado; Fase I), maturos 
(cha péu aberto) com esporos imaturos (Fase II), maturas com esporos maturos (Fase 1lI) e 
degradados (Fase IV). Após liofilização e trituração dos carpóforos (-5g de cada amostra), 
procederam-se a três ex tracções sucessivas de 24 h em metanol. 
2.2. Determinação de componentes antioxidantes 
Os fenóis tota is fo ram deteml inados na presença do reagente de Folin e C iocalteu's, fazendo 
li gei ras alterações ao procedimento descrito por Singleton & Rossi [13]. O ácido gálico foi 
usado para obter a curva-padrão (0,01 -0,4 mM). 
Os fla vonóides foram determinados pelo método descrito por lia et 01. [14], tendo-se usado 
(+)-catequina para obter a curva-padrão (0,022-0,34 mM). 
O ácido ascórbico foi obtido usando 2,6-d icloroindofenol, de aco rdo com o método de Klein 
& Perry [15]. O ácido L-ascórbico puro foi usado para obter a clU'va-padrão (0,020-0, 12 
m g/ mI) . 
O f) -caroteno e o licopeno foram determinados de acordo com o método descrito por Nagata 
& Yamashita [16] e ap li cando a fónnula Licope11o (mgllOOml) = - 0.0458A663 + 0.372As 05 -
0.0806A4S3; f)-caroleno (mg/ l OOml) = 0.216A663 - 0.304Asos + 0.452A453. 
2.3. Ensaios de aVllliação da actividade antioxidante 
O efeito bl oqueador das amostras em radicais livres de DPPl-l foi avaliado de acotdo com o 
método de Hatano et aI. [17]. Determinou-se o efeito med indo o decréscimo da absorvância a 
5 17 11m, devido à redução do radica l DPPH (Actividade bloqueadora de radicai s (%) = 
[(ADPpwAE)/ADPPH] x 100; AE- absorvância da so lução após a adição do extracto; ADPPW 
absorvância da solução de DPPH). Foram usados como padrões o BHA (2 -tert-butil-4-
metoxifenol) e o a-tocofero!. 
O poder redutor das amostras foi determinado de acordo com o método de Oyaizu [18]. O 
poder redutor foi avaliado medindo a absorvânc ia a 700 nm, após mistura das amostras com 
compostos fén-icos; uma absorvânc ia alta indica um elevado poder redutor. Foram usados 
como padrões o BHA e o a-tocofem!. 
A inibição da hemólise de eritTócitos mediada por radicais li vres peroxi lo foi avali ada de 
acordo com o método de M iki et ai. [19]. Determinou-se o efeito protector dos extractos de 
cogumelos na hemóli se de eri trócitos induzida por AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropano) e 
calculando a % inibição hemólise = [(AAAPH-AE)/ AAAPH] x 100, onde AE é a absorvância da 
amostra contendo o extracto metanólico de cogumelo e AAAPH é a absorvância do controlo 
que não contém extracto metanólico. Fo i usado como padrão o ácido L-ascórbico. 
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A inibição da descoloração do ~-carotcno determinou-se usando o sistema ~-caroteno­
linoleato [20]. A inibição da peroxidação lipídica (descoloração do ~-caroteno na presença de 
ácido li no leico foi determinada espectrafotometricamente a 470 nm e calculada através da 
equação: actividade antioxidante = (~-caroteno após 2h de ensaiol ~-caroteno inicial) x 100. 
Foi usado como padrão o TBHQ (tert-butil-hidroquinona). 
3. RESULTADOS E DI SCUSSÃO 
Na tabela 1 apresentam-se as concentrações de fenóis totais, flavonóides , ácido ascórbico, ~­
caroteno e licopeno presentes em extractos metanólicos de L. piperatus em diferentes fases de 
maturação. Verificou-se que os fenóis são os compostos antioxidantes encontrados em maior 
quantidade, que o ácido ascórbico é pouco abundante (0,03-0,16 mg/g) e que o ~ -caroteno e 
licopeno só existem em quantidades vestigiai s «34~lg/g). As fases em que o carpóforo 
apresenta esporos imaturos (fases I e II) revelaram uma concentração elevada de fenóis e 
flavonóides. A quantidade encontrada na fase III (com esporos maturas) e na fase IV 
(degradado) decresceu significativamente (p<0.05) em relação aos teores obtidos na primeira 
fase. Provavelmente, a maturação provoca a formação de espécies reactivas de oxigénio, que 
são neutralizadas por compostos fenólicos, resultando na diminuição dos mesmos pela sua 
capacidade antioxidante. 
Tabela 1. Componentes antioxidantes (média ± s) presentes em Lactarill5 piperalu5 em diferentes 
fases de maturação. Em cada linha, letras diferentes re~resentalJ1 difercn~as significativas (1'<0,05). 
Fase I Fase II Fase III Fase IV 
Fenóis (mg/g) 5,52± 0,14 b 5,76±0,09 a 3,09±0,12 c 2,03±0, 11 d 
Flavonóides (mg/g) 1 ,26±0,09 b 1,58±0,02 a 0,35±O,03 c 0,19±0,01 d 
Ác. ascórbico (mg/g) 0,15±O,0 I a 0,l6±O,01 a 0,l3±O,Ol b 0,03±O,01 c 
~-caroteno (e1g/g) 26,08±0,05 b 33,78±0,05 a 17,22±0,00 c 15 , 11±0,02 d 
Licopeno Ú.lg/g) 8,14±0,03 b 13,04±0,02 a 5,80±0,0 I c 5,41±0,01 d 
Na tabela 2 apresentam-se os valores de BCjo obtidos nos vános ensaios de actividade 
antioxidante reali zados em carpóforos de L. piperatus em diferentes fases de maturação. 
A fase II revelou melhores propriedades antioxidantes (valores de BC50 significativamente 
mais baixos; p <0,05) o que esta em concordância com o maior conteúdo de compostos 
antioxidantes encontrado nessa fase . Os valores de Be50 obtidos para o efeito bloqueador de 
radicais livres de DPPH e para o poder redutor foram melhores do que os obtidos para a 
inibição da hemólise de eritrócitos e para a inibição da peroxidação lipídica (POL). 
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Tabela 2. Valores de EC,o obtidos nos testes de avaliação da actividade antioxidante de Laclarius 
piperalus em diferentes fases de maturação. Em cada linha, letras diferentes representam diferenças 
significativas (p<0,05) . 
Valores de ECso (mg/L) Fase I Fase II Fase III Fase IV 
Efeito bloqueador 13.92±0.73 c 5.19±O.03 d 20.24±0.78 b 23.44±3 .33 a 
Poder redu tor 2.83±0.0 1 c 2.29±0.02 d 5.40±0.05 b 5.50±0.03 a 
In ibição da hemó1ise 32.92±0.72 c 12. 14±0.03 d 38.91 ±O.18 b >50.0 a 
Inibição da rOL ' 15 .26±4.15 c 12.08±3.1S c 34.25±5.46 b 45.06±2.21 a 
Cerca de dois terços das mortes relacionadas com tumores podem ser evitadas através dc um 
esti lo de vida saudável. Assim uma d ieta adequada que envolva o consumo de antioxi dantes, 
nomcadamente os existentes nos cogumelos, pode minimizar os r iscos de cancro. Assim, é 
importante saber a fase de maturação do ca rpóforo mais adequada para o seu consumo no que 
conceme à produção de anti.ox idantes e, pelo que nos apercebemos, este estudo é o primeiro a 
demonstrar que a produção de componentes antioxidantes por cogumelos silvestres e as suas 
propriedades antioxidantes dependem da fase de maturação do corpo frutificante. 
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